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　　Vitronectin（VN）　is　a　cellular　adhesive　protein　that　is　closely　associated　with　the　coagulation
system．　The　structural　characteristics　of　VN　made　its　purification　difficult　until　recently．　Even　at
present，　several　problems　remain　with　regard　to　its　purification　procedure．　The　procedure　is　very
complex，　and　the　recovery　rate　is　low．　ln　this　report，　we　describe　a　new　method　for　purifying　VN．
In　addition，　the　clinical　significance　of　VN　is　discussed．　Starting　material　was　plasma．　PEG
precipitation　following　barium　precipitation　was　performed，　and　the　specimen　was　subj　ected　to　blue
Sepharose　chromatography．　The　specimen　was　further　separated　by　affinity　chromatography　on
Sepharose　coupled　with　anti－VN　monoclonal　antibody．　Elution　of　VN　was　achieved　without　the　use
of　denaturing　agents．　The　final　stage　of　separation　consisted　of　immunoabsorbance．　The　recovery
rate　was　30／o．　The　period　we　needed　for　this　procedure　was　about　2　days．　Therefore，　compared　to
the　more　classical　purification　methodologies，　our　present　technique　is　easily　performed　and　is　less
time　consuming　because　of　the　introduction　of　the　step　with　affinity　column．　The　binding　assay　of
VN　obtained　by　this　method　with　thrombin－ATIII　complex（TAT）　revealed　that　the　structure　of
VN　was　of　the　native　form　with　free　SH　groups．　VN－TAT　complexes　in　the　patients　with　acute
myocardial　infarctions（AMI）　with　elevated　TAT　values　and　disseminated　intravascular　coagula－
tion（DIC）　were　measured　for　evaluation　of　the　in　vivo　dynamics　of　VN．　VN－TAT　complexes　were
detected　in　some　AMI　patients　after　administration　of　urokinase．　ln　contrast，　VN－TAT　complexes
were　not　found　at　all　in　DIC　patients．　Our　findings　suggested　that　the　characteristics　of　formation
and　metabolism　of　TAT　were　different　in　AMI　and　DIC．　ln　the　serum　of　healthy　subjects，　most　of
the　TAT　form　complexes　with　VN．　Therefore，　it　is　speculated　that　VN　enhances　the　turnover　of
TAT　in　the　circulating　blood．
．
（1993年8月12日受付，！993年8月23日受理）
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－ATIII　complex）
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1．緒 言
　ビトロネクチン（VN）は細胞接着性蛋白質の一
つで，トロンビン・プロテアーゼインヒビター複合
体やPAI－1との結合能をもつなど血液凝固・線溶系
に密接な関連をもつことが知られている．研究の端
緒は1967年のHolmesによる発見1）にまでさかの
ぼるが，急速な進展を見せたのは最近10年のことで
ある．．この間の成果はVNの精製法の進歩に基づい
ているが，まだいくつかの大きな問題点が残されて
おりさらなる改善が望まれている．しかしその問題
点はガラスやプラスチック表面への親和性の高いこ
と，分子間で多量体を形成しやすいこと，構造的に
柔軟性のあること，荷電が一様ではないこと等VN
特有の性質に由来しており解決は困難とされてき
た．具体的には手技の煩雑さと収率の低さに集約さ
れるが，特にnative　formのものに関しては制約が
多くなる．今回著者らはnative　formのVNを新
しい単純な手技により精製する方法を確立しその性
状について検討したので報告する．
II．材 料
　新鮮凍結血漿は抗凝固剤にCPD（citrate－phos－
phate－dextrose）を血液100　mlにつき14　m1加え，
健康成人ボランティア（single　donor）より得た．急
性心筋梗塞（AMI）患者血漿および播種性血管内凝
固症候群（DIC）患者血漿は抗凝固剤に3．2％クエ
ン酸ナトリウムを血液の1／10量加え，前者は冠動脈
造影により確定診断された症例より，後者は厚生省
の診断基準を満たす症例より得た．
　抗VNモノクローナル抗体産生細胞癌は昭和大
学薬学部生理化学教室富田基郎教授より提供を受け
た．その他の試薬としては，還元型グルタチオン，
塩酸ベンザミジン，フェニルメタンスルフォニルフ
ルオライド（PMSF），トロンビン，アンチトロンビ
ンIII（ATIII）はシグマ社（米国，セントルイス市）
製を使用した．
　D－phenylalanyl－L－prolyl－L－arginine　chlor－
omethyl　ketone　（PPACK），　AQUACIDE　II
（sodium　salt　of　carboxymethylcellulose）はカルビ
オケム社（米国，ラホや市）製を使用した．
　カラム充填材料にはヘパリンセファロース，プロ
テインAセファロース，ブルーセファロース，
CNBr－activatedセファロース4B（スウェーデン，
ウプサラ市，ファルマシア二二）を用いた．
　マウス免疫抗ATIIIモノクローナル抗体（マウス
抗ATIII抗体）はケミコン社（米国，エル・セグン
ド市）製を使用した．
　ウサギ免疫抗ATIIIポリクローナル抗体（ウサギ
抗ATIII抗体）はべ一リングヴェルケ社（ドイツ，
マールブルグ市）製を用いた．
　マウス免疫抗トロンビンモノクローナル抗体はア
メリカンダイアグノスティカ社（米国，グリーンウ
ィック市）製を用いた．
　ウサギ免疫抗トロンビンポリクローナル抗体（ウ
サギ抗トロンビン抗体）はSRL社（東京）製を用
いた．ペルオキシダーゼ標識抗マウス免疫グロブリ
ン抗体はタゴ社（米国，バーリンゲイム市）製を用
いた．SDS－PAGE電気泳動用にはポリアクリルア
ミドグラジエントゲル（5－15％）（札幌，和科盛二三）
を用いた．ニトロセルロース膜はSchleicher＆
Schuell社（ドイツ，ダッセル市）製を使用した．
　ウェスタンプロッティング用発色試薬としてコニ
カイムノステインHRP（東京，コニカ社製）を使用
した．カラムはエコノカラム（2．8×13．5cm），ポリ
プロピレンカラム（0．8×4cm）（米国，リッチモン
ド市，バイオラッド社製）を用いた．
III．方 法
　（1）　ビトロネクチンの純化
　VNは2種類の方法により純化した．
　（i）アフィニティークロマトグラフィーを用いる
純化法
　全ての操作は4℃下で行った．
①バリウム沈殿
　160mlの新鮮凍結血漿を37℃で融解後，還元型
グルタチオン，塩酸ベンザミジン，PMSFをそれぞ
れ終濃度が1mM，10　mM，1mMになるように加
えた．次に1Mクエン酸バリウムを12．8ml徐々に
加え，4回忌て1時間撹拝した．その後6000gで15
分遠心し沈殿物を捨て上清を得た．
②ポリエチレングリコール（PEG）沈殿
①で得た上清154mlに0．02　Mトリス塩酸，50％
PEG　4000，0．15　M塩化ナトリウム，　l　mM　EDTA，
pH　7．4（50％PEG溶液）を35．2ml徐々に加え1
時間撹絆し，6000gにて15分遠心し上清を採取し
た．この溶液150mlにさらに50％PEG溶液を
50．4　ml徐々に加え1時間雨蛙後，6000915分遠心
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し沈殿物を採取して，0．02Mトリス塩酸，0．15　M
塩化ナトリウム，2mM　EDTA，2mM塩酸ベンザ
ミジン，1mM還元型グルタチオン，1mM　PMSF，
pH　7．0，30　mlで溶解させ，次のステップの試料と
した．
③ブル一型ファローズクロマトグラフィー
　0．02Mトリス塩酸，0．15M塩化ナトリウム，2
mM　EDTA，2mM塩酸ベンザミジン，1mM還元
型グルタチオン，pH　7．4（緩衝液A）の溶液により
平衡化したブルーセファロースカラムに試料を添加
し，試料がなくなったら緩衝液Aを50ml流し通
過純分を集めた．
④抗VN抗体結合セファロースクロマトグラフ
　イー
　抗VNモノクローナル抗体（マウス抗VN抗体）
はプロテインAセファロースを用いて腹水より純
化し，規定通りの方法によりCNBr－activatedセフ
ァロース4Bに1．6mg／mlの濃度でカップリング
させた（抗VN抗体結合セファロース）．試料を抗
VN抗体結合セファ四一スカラムに添加し，流速
0．45ml／minで通過させ，さらに100　mlの緩衝液A
で非吸着蛋白質を除いた．次に溶出バッファーとし
て50％エチレングリコール加緩衝液Aを流速0．3
ml／minで流し，3．5ml／フラクションずつ分取し
た．溶出分画には2N塩酸を加えて直ちに中性にも
どした．フラクション＃10～18のプール分画（Fig．
1）を緩衝液Aに対して透析し，AQUACIDE　IIを
用いて濃縮した．蛋白濃度はLowryの方法3）に基づ
いて求め，VNの濃度はELISA法4）により測定し
た．
⑤免疫吸着
　ウサギ抗ATIII抗体，ウサギ抗トロンビン抗体を
各々CNBr－activatedセファロース4Bにカップ
リングし，それらと試料との間でバッチ吸着を行っ
た．最終産物は0．02Mトリス塩酸，0．15M塩化ナ
トリウム，pH　7．4（TBS）の溶液に対して透析を行
い，一・80℃で保存した．
　（ii）林らの方法2）に準じた純化法
　100mlの新鮮凍結血漿を37℃で融解した後，2
mlの1M塩化カルシウムを加えて（終濃度20
mM）血清を得る．この血清をまずセファロース4
B，次にヘパリンセファロースに添加し通過画分を
集める．この画分に終濃度8Mになるように尿素を
加え，試料とした．次に10mMβ一メルカプトエタ
ノールを含む緩衝液でヘパリンセファロースを洗っ
た後，再度試料を通過させ結合した蛋白を0．5M塩
化ナトリウムー8M尿素溶液で溶出し，最終産物を得
た．
　（2）患者検体からのVNの部分純化
　大量のウロキナーゼ（UK）を使用したAMI患者
血漿，DIC患者血漿，および健常者血清に終濃度が
0．8M塩化ナトリウム，0．5％Tween　80になるよう
に混合し，その5mlを50μ1の抗VN抗体結合
Sepharoseに添加して軽く振写しながら室温で一晩
反応させる．遠心して上清を除去後ポリプロピレン
カラムに移し，50mlの50　mMイミダゾール，40
mM塩化カルシウム，5％エチレングリコール，
O．5％Tween　80，　pH　6．4でセファロースビーズを
洗浄後，さらに5mlのTBSで平衡化した．セファ
十一スビーズをチューブに移し溶出バッファーとし
て0．15Mトリス塩酸，2％SDS，10％グリセロー
ル，O．005％プロモフェノールブルー，　pH　6．8100
μ1を加え，37℃1時間加温後上清を採取し，SDS－
PAGEおよびイムノブロッティングを行った．
　（3）VN一トロンビンーATIII複合体の作成
　トロンビン，ATIIIを各々2．6μmo1／1100μ1ず
つ混合し37℃30分加温し，トロンビン・ATIII複合
体（TAT）を形成させた．この後PPACK（15μg／
ml）を6μ1加え，残存トロンビン活性を抑えた．遊
離のPPACKはVN－TAT形成を阻害する可能性
があるためTBSに対して透析を行った後，（i）の
方法で得たVN　1．3μmol／1200μ1と上記TAT溶
液200μ1を混合し，37℃で30分間反応させてVN
－TAT複合体を形成させた．
　（4）イムノブロッティング
　SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－
PAGE）はLaemmliの方法5＞により，電気的転写は
Towbinらの方法6）に準じて行った．5－15％グラジ
エントゲルを用いたSDS－PAGEを行い，ニトロセ
ルロース膜に転写した．3％脂肪除去ミルク含有の
TBSで室温にて1時間ブロッキング後，同溶液で
各々0．5～5μg／m1の濃度に調整した抗VN抗体，
抗ATIII抗体，抗トロンビン抗体を別々に混合し室
温で3時間反応させた．ニトロセルロース膜を
0．05％Tween　20加TBSで洗浄後，0．1％ペルオ
キシダーゼ標識抗マウス，抗ウサギ免疫グロブリン
抗体を室温で1時間反応させ，再度0．05％
Tween　20加TBSでよく洗浄後，コニカイムノス
（3）
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Table　1　Purification　of　Vitronectin
Fraction Volume　（ml） Protein　Vitronectin　Recovery（mg）　（mg）　（O／．）
Plasma
Barium　citrate　supernate
g－s－200／o　PEG　ppt
Blue　Sepharose
Anti－VN　Sepharose
Immunoadsorption
160
154
43
　36
　3．5
　3．5
9520
8424
4322
2988
　3．3
　1．6
35．2
29．0
19．4
15．1
1．13
1．07
100
82．4
55．1
42．9
　3．2
　3．0
テインHRPにて発色させた．
IV．結 果
　今回考案したVNの純化精製にはTable　1．に示
す通り5つの過程を要した．バリウム沈澱，ポリエ
チレングリコール沈澱，ブルーセファロースクロマ
トグラフィーの3ステップにより総蛋白質量を約
31％まで減少させることができた．抗VN抗体結合
セファロースは純化過程の中心となる段階である
が，Fig．1．に溶出パターンを示した．最終的に原血
漿に対しての収率は3％となった．
　最終産物中でのVNの存在様式を非還元下の
SDS－PAGEに続いてのイムノブロッティングにて
検討したところ，75kDaと65　kDaのダブレットバ
ンドとして確認された（Fig．2．）．これは血漿中に
存在するnative　formと同じ分子量を示しており，
またこれより高分子の領域にはバンドを認めず，精
製したVNは単量体の形態であることが示された．
抗ATIII抗体，抗トロンビン抗体による検討では，
ATIII・トロンビンの複合体，断片等は除去されてい
た．また林らの純化法（ii）で得られたVNは200
kDa以上に幅広いバンドとしてみられ，著者らが確
立した方法と比し多量体の形態を示すものが多いこ
とが示された．精製VNは分子量からは単量体であ
ることが示唆されたが，機能的にnative　formとな
っているかをみるためTATと複合体を形成するか
を調べたところ，VN－TAT複合体（160　kDa）の形
成を認めnative　formと同等の機能を有することが
確認された（Fig．3．）．
　また，正常血清およびUK使用後のAMI患者血
漿においても同様の160kDaの部位にVN－TAT
複合体のバンドを認め，生体内においてもVN－
TAT複合体の存在することが確認された（Fig．
4．）．一方，DIC患者血漿ではTATの著明高値（60
ng／ml以上）を示す10例について検討したが，いず
60
葺一
・・三1
．，8．　“
　〉
20
O　20　40　60　　　　　　Elution　Volume　（mの
　Fig．　1．　Anti－Vitronectin　Sepharose　chromato－
　　　graphy．
　　　The　Vitronectin　pools　indicated　by　the　black
　　　bar．
れも160kDa付近には明らかなバンドを認めなか
った（成績不掲載）．
V．考 察
　VNは細胞接着作用，血液凝固・線溶系の調節作
用，補体系の調節作用を併せもつ多機能性蛋白質と
して注目されてきたが，精製が困難だったために本
格的な研究は始まったばかりである．現在VNの精
製法にはBarnesらの方法7＞，　Ruoslahtiらの方法8），
Podackらの方法9），　Preissnerらの方法10），林らの
方法2）などが繁用されているが，いずれにも問題点
があり改良の余地が残されている．
　VNの構造上の特徴としてnative　formである
folded　formとTAT，補体のCsb－7と複合体を形
成した際や尿素・グアニジンなど変性剤で処理した
際にみられるextended　formの少なくとも2つの
（4）
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　　　Immunoblots　of　purified　vitronectin．
　　SDS－PAGE　was　performed　under　non－
　　reducing　conditions　and　immunoblotting
　　with　mouse　anti－VN（A），　rabbit　antト
　　ATIII（B），　and　mouse　anti－thrombin（C）．　1
”，i／　pag　of　VN　was　applied　per　lane．　Lane　1：
　　vitronectin　by　method（ii），　lane　2，　4　，6：
ll　vitronectin　before　immunoadsorption　by
f／　method（i），　lane　3，　5，　7：vitronectin　by
誓
　　method（i）　（final　sample）．
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Fig．　3．
　Immunoblots　of　vitronectin　and　vitronectin
complexes．
Non－reducing　samples　were　prepared　for　SDS－
PAGE　and　immunoblotting　with　mouse　anti－VN
（A），　mouse　anti－ATIII（B）．　Equimolar　amounts
（1．3vmol／1）　of　vitronectin，　thrombin　and　ATIII
were　incubated　for　30　min　at　37”C．　Arrow　indi－
cates　point　of　VN－TAT　complex．　Lane　1　and　3：
vitronectin　by　method（i），　lane　2　and　4：
vitronectin，　thrombin　and　ATIII．
，
形態のあることが知られている11）．上記の精製法の
うちBarnesらの方法，　Ruoslahtiらの方法，林ら
の方法では主にextended　formが得られ，　native
formを精製できるのはPodackらの方法，　Preis－
snerらの方法の2つに限定される．　VN精製の回収
率はextended　formの場合8～25％程度，　native
formの場合は5～6．5％と報告されている．後者で
はさらに4～5回のカラム操作を含む多くのステッ
プが必要で手技もより煩雑となる．筆者らはこの点
に鑑み，より単純な操作で短期間にnative　formを
精製できる方法を確立した．
　まず材料に血漿を用いることにより，血清中にお
（5）
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Fig．　4．　lmmunoblots　of　normal　serum　and　AMI
　　patient　plasma．
　　SDS－PAGE　was　performed　under　non－reduc－
　　ing　conditions．　lmmunoblot　was　processed
　　with　mouse　anti－VN（A），　mouse　anti－ATIII
　　（B）．　Arrow　shows　point　of　VN－TAT　com－
　　plex．　Lane　1　and　3：normal　serum，　lane　2
　　and　4：AMI　patient　plasma．
こりうるVNの構造変化の影響を除外した．血清中
ではVN・TAT複合体の形成によりVNのうちヘ
パリン結合能をもつものが7％12）～19％13）と増加し
ており，純化産物中にはextended　formが混入する
可能性が考えられる．このextended　formはヘパリ
ン結合部位が露出し凝集しやすい性質をもっため，
in　vivoではむしろ活性型としての機能を担ってい
るとも推定されているが13）14）15），すでに不可逆的な
変化をうけており，本来の構造や機能をみるには不
向きである．次に温度・器具・試薬についても検討
を重ね，収率を上げ構造を保つための条件を整えた．
VNは血漿中で最もプラスチック表面に吸着されや
すい蛋白質であり16），多くのステップを経るほど，そ
して長時間を要するほど収率は低下する．そこで容
器には可能な限りポリプロピレン製のものを使用
し，濃縮操作にはカルボキシメチルセルロースを利
用した．
　精製の最初のステップではプロトロンビン除去の
ためバリウム沈澱を行った．この操作を行わないと
最終産物中に多量のトロンビン，ATIII，　VNを含む
複合体が混入するため，必須の操作である．純化過
程に抗VNモノクローナル抗体をカップリングさ
せたセファロースカラムを用いる方法はすでに報告
されている8）12）．しかし，これらの方法ではいずれも
溶出に尿素を要するためnative　formは得られてい
なかった．著者らの方法では変性剤を用いない緩和
な条件での溶出が可能であったがこれは使用したモ
ノクローナル抗体とVNとの反応状態に関係があ
ると思われた．VNの抗VN抗体結合セファロース
への結合率は13％であり，親和性は高いとはいえな
いが溶出率は56％と他の抗体と比し解離しやすい
結合状態であることが推測された．この抗体は血清
中のVNに対して，血漿中のVNと比し約20倍程
度強い反応性を有しており，Haymanらにより作成
されたモノクローナル抗体8E614）と同様のVNの
立体構造を認識する抗体であることが確認されてい
る（著者ら，未発表データ）．また抗VN抗体結合
　　　ヘカラムの溶出血中にはVNとトロンビン，　ATIIIと
の複合体も存在していた．この複合体は純化過程で
の修飾を受けた結果かもしれないが，血漿中におい
て2％～3％のVNはヘパリン結合能をもつという
報告もあり12）13），血漿中でも生理的に微量なVN－
TAT複合体が存在すると推測された．
　VN　1分子中には14のシステイン残基が存在し，
特にヘモペキシン様ドメインの6システイン残基が
構造・機能上重要とされ，少なくとも1つ10），2つ9），
あるいは4つ17）の遊離のSH基の存在が示唆され
てい ．VNの多量体やVN・TAT複合体ではS－
S結合が結合様式の主体をなすことが知られてお
り，今回の純化過程ではこれらのSH基を保護する
ため還元剤として還元型グルタチオンを用いた．還
元剤はVNの単量体の形態を保持するために不可
欠であり，同意を使用せずに精製することは非常に
困難である．純化の最終ステップではTBSに対し
て透析を行い，本来のSH基を持つ形態へ回復させ
る操作を加えた．この純化VNはTATと混合し
てVN－TAT複合体の形成を認めることより，遊離
のSH基をもつnative　formであると考えられた．
最新の知見ではエピトープ既知のモノクローナル抗
体のVN・TAT複合体形成に対するinhibition
assayにより，　VNのN末領域がTATとの結合
の責任部位であることが示され’8），少なくとも同部
位は遊離のSH基を有していると考えられる．実際
の患者検体でみると，VN－TAT複合体は正常血清
と同様にUK投与後のAMI患者血漿中にも存在し
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ており，生体内においても何らかの生理的機能を有
するものと考えられた．DIC検体では同複合体の存
在は明らかではなかったが，これは両者のTAT形
成・代謝過程に差異があるためではないかと思われ
た．VNはその細胞接着活性よりスカベンジャーと
してTATの流血中からの排除を促進することが考
えられる．本AMI患者においてはUK投与後のプ
ラスミン活「生の窪窪により血管内皮に捕捉された
VN－TAT複合体の血漿中への再遊離が惹起された
と考えられた．
VI．結 語
　（1）血漿を材料としてnative　formのビトロネク
チンを精製する方法を確立した．
　（2）本法はアフィニティーカラムのステップを導
入したことで単純な操作で短期間のうちにnative
formのVNの精製が可能となった．
　（3）本法の所要日数は約2日とPreissnerらの方
法と比し1／5に短縮されたが，収率は3％と若干低
くなる傾向がみられた．
　（4）精製の最初のステップでほとんどのプロトロ
ンビンを除去したが，anti－VNカラムからの溶出分
画中になおVN，トロンビン，　ATIIIの三者の複合
体の出現を認め各々の親和性は高いと考えられた．
　（5）UK投与後のAMI患者血漿中においても精
製系において作成したVN－TAT複合体と同様の
複合体が確認され，同複合体は生体内の凝固線溶過
程においても生理的機能を担っているものと考えら
れた．
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